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La lotta microbiologica
Cos’è la lottamicrobiologica?     
• Utilizzo di agenti patogeni (= 
agenti di malattie) per il 
controllo di organismi     
dannosi
• Lo scopo è di scatenare         
malattie nella popolazione 
dell’insetto target 
• Microrganismi utilizzati: 
batteri virus funghi,  ,  , 
protozoi, nematodi
La lotta microbiologia   
• Lotta microbiologica come caso particolare di lotta             
BIOLOGICA (LB)
l b l
Torniamo alla lotta microbiologica
App icazioni agenti micro io ogici:
• INONDAZIONE si usano dosi elevate dell’agente microbiologico che deve =            ,     
essere un agente molto virulento ed a effetto rapido; spesso i trattamenti 
sono ripetuti; usato su colture [esempio: Bacillus thuringiensis]
• INOCULAZIONE = per ambienti più stabili, come foreste, terreno o certe 
colture perenni;   si cerca un effetto duraturo protratto nel tempo; l’agente 
entomopatogeno deve essere in grado di persistere e trasmettersi 
all’interno della popolazione target [esempio: certi virus]
• MANIPOLAZIONE AMBIENTALE = misure atte a favorire il mantenimento di 
un patogeno nell’ambiente anziché introdurlo (es. aumentando l’umidità, 
ecc); analogo alla lotta biologica naturale o conservativa
Caratteristiche della L.M.
• Alta specificità, maggiore della lotta chimica
• Vantaggi: mancanza degli effetti non‐target, oppure 
effetti non‐target limitati   
• Gli interventi devono essere realizzati partendo dalla             
conoscenza dettagliata delle modalità d’azione degli 
agenti microbiologici e dei preparati       
• Es i diversi ceppi di Bt mostrano attività differenziate.               
nei confronti di diversi fitofagi (es. alcuni ceppi poco 
attivi sulle nottue, mentre altri lo sono)
Gli agenti microbiologici sono anche 
chiamatimezzi di difesa biotecnologici       
• Microrganismi per la lotta ai fitofagi registrati in Italia:               
‐ Batteri entomopatogeni: Bacillus thuringiensis (varie 
sottospecie e ceppi)
‐Funghi entomopatogeni: Beauveria bassiana (vari ceppi), 
Lecanicillium muscarium (ex Verticillium lecanii)
‐ Registrati anche Batteri e Funghi antagonisti
‐ Virus entomopatogeni: Adoxophyes orana (virus granulosi), 
Cydia pomonella (virus granulosi), Helicoverpa armigera 
(virus nucleopoliedrosi)
• Nematodi entomoparassiti: 
Heterorabditis bacteriophora, H. megidis,     
Steinernema carpocapsae, S. feltiae
• Nematodi molluschicidi:
Phasmarhabditis hermaphrodita

Modalità d’azione: per ingestione  (Batteri 
e virus )



Modalità d’azione: penetrazione attraverso aperture naturali o la 
cuticola (nematodi)
Da ricordare che l’effetto letale è causato da Batteri simbionti ospitati                   
dal nematode
Steinernema carpocapsae: usato contro larve svernanti di Lepidotteri (es. Cydia, 
Euzophera, Anarsia, Sesidi), contro il Punteruolo rosso delle palme  (Rhynchophorus
ferrugineus) e Paysandisia archon delle palme 
maschio
Femmina 
(particolare della vulva)   
Stadi giovanili infettivi
Il nematode Heterorhabditis può essere usato nella lotta contro le larve di 
o iorrinchi dannose alle piante ornamentaliz      
Adulto di oziorrinco 
Particolare di Nematode ingrandito al         
microscopio
Confezione commerciale di 
Nematodi entomopatogeni, 
impiegati nella lotta biologica 
all’oziorrinco, formulati in 
spugnette di gommapiuma 
Nematode Phasmarhabditis hermaphrodita
• Infetta le lumache ed è commercializzato in UK come 
molluschicida biologico 
Nematodi Mermitidi
Gli d lti d it lib i t t l l a u  con ucono v a  era e non s  nu rono, men re  e  arve sono 
parassite di insetti (ortotteri)
Alcune specie acquatiche sono parassite di Simulidi e Molluschi
Penetrazione per contatto (funghi)
Lecanicillium muscarium (ex Verticillium)
Attivo contro mosche bianche 
(Aleuerodidi stadi giovanili),    ,  
tripidi (stadi giovanili), ragnetto
rosso
Intervallo di sicurezza: 7 giorni       
Fungo Beauveria bassiana, registrato anche in Italia
S tt d'i i i t i le ore  mp ego: agrum , cas agno, nocc o o, 
melo, pero, albicocco, ciliegio, pesco, susino, 
fragola, rovo, lampone, carota,pomodoro, 
peperone melanzana cocomero melone,  ,  ,  , 
zucca, zucchino, cetriolo, lattuga, indivia, 
radicchio, basilico, patata, floreali e 
ornamentali vite olivo cotogno fico fico, ,  ,  ,  , 
d'india, kiwi, kaki, nespolo, nashi. 
In commercio diversi formulati (Botanigard, 
l l d)Bovera , Natura is, Tenigar
Spettro d'attività: I ceppi attualmente in 
commercio sono attivi contro aleurodidi
(Bemisia tabaci, Bemisia argentifolii, 
Trialeurodes vaporariorum), afidi, tripidi, 
ragnetto rosso (Tetranychus urticae), elateridi o 
ferretti, balanino, tingidi, cicaline. 
Non ha intervallo di sicurezza
Nei paesi dell’est  B.bassiana è usato contro la 
Dorifora della patata
Naturalis mostra alta tossicità diretta su ragnetto
rosso (T. urticae), ma anche effetti sub‐letali 
(diminuzione della fecondità giornaliera, misurata 
come uova deposte) (Duso et al 2008; Simoni et       .,   
al., 2010)
Selettività dei preparati di B bassiana        . 
Da recenti prove sperimentali, Naturalis si è 
mostrato debolmente tossico verso Fitoseidi
(Neoseiulus californicum, P. persimilis) (Duso et
al 2008; Simoni et al 2010).,    , 
Bacillus thuringiensis 
F BACILLACEAE• am.   
• FORME AEROBICHE E ANAEROBICHE CARATTERIZZATE DALLA      ,     
FORMAZIONE DI UNA ENDOSPORA. BACILLI ASSAI DIFFUSI IN 
NATURA. 
• MAGGIOR PARTE SONO SAPROFITI, POCHE LE SPECIE 
ENTOMOPATOGENE 
+ i t t B th i i i i ti i è•   mpor an e  .  ur ng ens s ma  n cer  paes    
commercializzato B. popilliae
Un po’ di storia…
• IL B.T. FU SCOPERTO NEL 1901 IN GIAPPONE DA ISHIWATA, CHE LO ISOLÒ DA LARVE DI BACO DA 
SETA E LO DENOMINÒ “SOTTO BACILLUS”
• NEL 1911  IL TEDESCO BERLINER ISOLÒ LO STESSO BATTERIO DA TIGNOLE DELLA FARINA (EPHESTIA 
KUEHNIELLA ) E LO DESCRISSE, 
• BATTEZZANDOLO BACILLUS THURINGIENSIS
• DOPO LA I GUERRA IL MATERIALE DI BERLINER ANDÒ PERDUTO
• Fu reisolato da Mattes nel 1927 ma inizialmente i due isolati furono considerate specie separate                           
• SEMPRE IN QUEL PERIODO, PER L’INADEGUATEZZA DEI TEST BIOCHIMICI, QUESTO BATTERIO FU 
CONSIDERATO (ERRONEAMENTE) UNA SOTTOSPECIE DI B. CEREUS.
• IN SEGUITO FU CHIARITA LA DISTINTA POSIZIONE TASSONOMICA
• NEL 1938 FU MESSO IN COMMERCIO IL PRIMO FORMULATO A BAS DI BT (SPOREINE)                       
Cellule di B.t contenenti spore e cristalli
• BATTERIO AEROBIO E SPORIGENO
• GRAM + 
• GRANDEZZA CELLULE VEGETATIVE: 3‐5 M
• I DIVERSI CEPPI SONO DIFFUSI NELL’AMBIENTE NATURALE 
E POSSONO ESSERE ISOLATI DAL TERRENO (PRINCIPALE 
RISERVA), DA INSETTI UCCISI, VEGETAZIONE.
• CARATTERISTICA PRINCIPALE: DURANTE LA FASE DI 
SPORULAZIONE, ASSIEME ALLA SPORA VIENE PRODOTTA 
UNA (O PIÙ) FORMAZIONE CRISTALLINA, DETTA CORPO 
PARASPORALE (VEDI)
• CROMOSOMA BATTERICO = FORMA 
CIRCOLARE
N l idi i bil d i i• umero p asm  = var a e;  at  contrastant ; 
anche alcune decine; dimensioni 4‐6 Mda 
(alcuni possono superare i 100 Mda); plasmidi 
+ grandi trasferiti per coniugazione, quelli            
piccoli non transconiugano spontaneamente 
Ciclo del Bt   

• INDUZIONE SPORULAZIONE = CARENZA ELEMENTI NUTRITIVI
• SPORA = FORMA DI RESISTENZA DEL BATTERIO (GERMINANDO DÀ ORIGINE A NUOVE               ,         
CELLULE)
• CRISTALLO = PRINCIPALE COMPONENTE 
INSETTICIDA (VEDI) = CONTIENE LE PROTOSSINE
Endotossina Bt = è la proteina attiva che agisce 
ll’i tt   h  i   d ll  i tsu nse o e c e v ene espressa a a p an a
“beta-sanswich”:
Protegge la struttura 
esposta terminale (C-
terminale) prevenendo 
l’attacco delle proteasi 
intestinali
Fascio di 7 alfa-eliche 
che possono inserirsi 
nelle membrane delle 
cellule dell’intestino 
creando i pori attraverso    
cui passano gli ioni
“beta-sheets” antiparalleli
Parte della molecola che
si lega ai recettori    
dell’intestino
 GENI CODIFICANTI TOSSINE = CRY - GENE
 
 Circa 137 geni che codificano cristalli proteici sono stati clonati e
sequenziati.
 
 In base alle proprietà dei polipeptidi codificati e alla determinazione
delle sequenze degli aminoacidi

 classificazione in 5 classi
 (ogni classe può contenere sottoclassi)
 
Cl ifi i i b i i h difi l t i B tass caz one n ase a  gen  c e co cano e oss ne . .
 
 Classe
 
 Sottoclasse
(*)
 Dimensione
 Protossina
 (kDa)
 
 Target
C I A G 130 140 L id tt i ry   –  -  ep o er
 CryII  A
 B, C
 71
 71
 Lepidotteri/Ditteri
 Lepidotteri
 CryIII  A, B, D
C
 70-73
129
 Coleotteri
C l tt i o eo er
 CryIV  A, B
 C
 D
 130
 78
 72
 Ditteri
 Ditteri
 Ditteri
CryV A 81 Lepidotteri/Coleotteri 
 cyt (**)  A, B, C  287  No specifica
 
 (*) una sottoclasse  può essere divisa in sottogruppi: ad esempio la sottoclasse
cryIA è stata divisa nei sottogruppi cryIA(a) – cryIA(b) – cryIA (c)           
 (vedi approfondimento)
 
 (**) Il gene cyt codifica una tossina citolitica in un ceppo di B.t.  attivo contro
zanzare

Dal cristallo proteico (protossina) alla liberazione dell’entotossina attiva 
(esempio con Cry1 attiva su Lepidotteri)
Cristallo Ph intestino, Larva Lepidottero
enzimi digestivi
ProctodeoMesenteronStomodeo
Valvola cardiaca Valvola pilorica
alimento

Caratteristiche fitoiatriche del Bt:
• Molto selettivo (no azione dannosa su organismi 
utili, comprese api e artropodi entomofagi)
• Le larve infettate, vanno incontro a paralisi degli 
apparati boccali e della muscolatura dell’intestino, 
cessando di nutrirsi immediatamente
Di il fit f di i d•  conseguenza,    o ago cessa   comp ere  anno
• Tempo letale basso, da poche ore fino a 1‐2 giorni
• Poco persistente in campo
• E‘ un prodotto esclusivamente di copertura         
• Necessita di diversi interventi     
• Se ben utilizzato, è un prodotto efficace, sia in 
Integrato che Biologico
Formulati commerciali
FORMULATO Ceppo target Peculiarità
   
Jackpot BFC EG2424 Coleotteri Gene cryIIIA derivante
da un Bt non kurstaki
Ecotech Pro
Ecotech Bio
EG2348
EG2371
Lepidotteri Geni Btk + Bta
Delfin SA 11
Nottuidi Miscela di tossine
CryIAa + CryIAb
+CryIAc + CryIIA
Prodotto col procedimento
Cell Cap®:
MVP
(FORMULATO DELLA
HD1 3a 3b Lepidotteri
 
un gene Btk codificante una sigola
endotossina (CryIAc) è stato
clonato in un ceppo di
Pseudomonas fluorescens 
MYCOGEN)
 
vantaggio:
“i cristalli di tossina sono prodotti
dal
batterio ricombinantee alla fine
risultano incapsulati  nelle cellule
devitalizzate di P.fluorescens: solo
tossine e no spore!”
A GC 91
Lepidotteri Primo Bta registrato in Italia
O “ j i ”GREE - ttenuto per con ugat on
Contiene anche tossine Btk


Acquisizioni recenti sulla     
modalità d’azione del Bt
Tratto da un articolo sperimentale       

L’articolo porta novità molto “sconvolgenti”, poiché nel sistema studiato il Bt NON 
mostra attività contro le larve di un lepidottero (Lymantria dispar)  in assenza dei 
batteri intestinali ospitati naturalmente dall’insetto (eliminati con antibiotico 
nell’esperimento)


Il lavoro mostra che il Bt causa mortalità solo nei 
casi in cui sono presenti i batteri intestinali
Bacillus popilliae
(Eubacteriales: Bacillaceae) 
U i USA b l• sato  n   per com attere  a 
Popillia japonica, The Japanese 
beetle 
• Le larve di nutrono di radici dei 
manti erbosi
l f l l l• I   ormu ato agisce contro  e  arve e 
viene distribuito sui manti erbosi
• Molto specifico
Virus entomopatogeni 
• COSTITUITI DA: 
– [GENOMA VIRALE] + [CAPSIDE] + [MEMBRANA LIPOPOTREICA]]
– GENOMA (DNA/RNA) + CAPSIDE (INVOLUCRO PROTEICO)= 
NUCLEOCAPSIDE
• VI SONO MOLTI CASI IN CUI L’ASSOCIAZIONE 
VIRUS – ARTROPODI NON È DI TIPO 
PATOGENO (ES. INSETTI VETTORI)
POSSONO ESSERE DIVISI IN CATEGORIE A SECONDA:             
• MORFOLOGIA:
• FORMA PARTICELLE VIRALI (ICOSAEDRICI, BACILLIFORMI, PARALLELEPIPEDO) 
• TIPO DI CORPO D’INCLUSIONE (GRANULI O POLIEDRI)         
• = CORPI D INCLUSIONE PROTEICI ALL’INTERNO DELLE CELLULE CHE OSPITANO I VIRIONI.
– GRANULI = CONTENGONO UNA SOLA PARTICELLA VIRALE (GV = VIRUS DELLE GRANULOSI)
– POLIEDRI = CONTENGONO MOLTE VIRIONI (AGENTI DELLE POLIEDROSI
NPV = VIRUS POLIEDROSI NUCLEARE 
CPV = VIRUS POLIEDROSI CITOPLASMATICA (REOVIRIDAE)
• MATERIALE NUCLEICO (DNA RNA)    ‐
• LOCALIZZAZIONE DEI CORPI D’INCLUSIONE (NUCLEO O CELLULA)
• A SECONDA CHE FORMINO CORPI D’INCLUSIONE (GRANULI ‐ POLIEDRI) O MENO 
(VIRUS NUDI O NON OCCLUSI)
granulosi
Poliedrosi nucleare
Baculovirus
• Agiscono per ingestione
• I Virus manifestano un tempo letale  (TL) 
relativamente lungo di diversi giorni (da 3 5 giorni)  ,          ‐    
• Es. Virus Spodoptera TL50%=8‐9 giorni
• Le larve infettate nel frattempo continuano a    ,    ,     
nutrirsi
• Sono state ottenute ingegnerizzazioni dei 
Baculovirus, con lo scopo di aumentare il 
tempo letale
• Tali Virus ingegnerizzati non sono in 
commercio

Uncoating = Scapsidamento = rimozione 
del capside ed esposizione del genoma
Formazione dei 
corpi di 
inclusione che 
contengono i 
virioni
VIRUS ENTOMOPATOGENI DI INTERESSE 
PRATICO
BACULOVIRUS (NPV GV NOV)•   ,  , 
VIRIONE BASTONCELLARE
PRESENZA MEMBRANA LIPOPROTEICA   
GENOMA CIRCOLARE COSTITUITO DA DOPPIA ELICA DI DNA
ISOLATI SOLAMENTE DA ARTROPODI
TRA GLI INSETTI: COLPITI SOPRATTUTTO LEPIDOTTERI (70% CON 500 SPECIE) E 
IMENOTTERI (20%)
VIRUS MOLTO SPECIFICI IN GRADO DI INFETTARE POCHE SPECIE NELL’AMBITO 
DI UN UNICO (O DI POCHI GENERI) DELLA STESSA FAMIGLIA
VI SONO VIRUS INFEUDATI A UN’UNICA SPECIE DI OSPITE (GV DI TRICHOPLUSIA                       
NI)
CC IO I CASO LL’ V I AU OG A HA•  E EZ N :   DE  NP  D   T R P  
CALIFORNICA, IN GRADO DI INFETTARE 40 SPECIE DI 
LEPIDOTTERI APPARTENENTI A 13 FAMIGLIA       
LE MALATTIE SI POSSONO MANIFESTARE IN FORMA•               
EPIDEMICA O ENDEMICA (= TRAMITE UN’UNICA 
INTRODUZIONE SI CONTENGONO LE POPOLAZIONI         
FITOFAGHE A LIVELLO ECONOMICAMENTE 
TOLLERABILE PER LUNGHI PERIODI).     
 NPV GV 
 - Irregolarmente 
f id l
 
“ l ”
 
Corpo  
Inclusione 
s ero a e
- Può contenere 
fino 100 virioni 
- Nucleocapside 
singolo 
capsu a
 
presente “granulina” 
(SNPV) 
- Nucleocapside 
multiplo 
(MNPV)  
M b P t P tem rana resen e resen e
 
Particolarità 
- Proteasi alcalina 
associata col 
poliedro: con ph>7 
accelera la 
dissoluzione del
-Proteasi alcalina 
 
 
 
  
corpo d’inclusione 
liberando i virioni 
Ospiti 
principali 
- Cossus cossus 
- Autographa 
californica
Solo Lepidotteri  
 
- Cydia pomonella (*)
granulosi Poliedrosi nucleare
- Neodiprion 
sertifer 
- Lymantria dispar 
- Helicoverpa sp 
Spodoptera
   
 
 
 
-  
littoralis 
- Mamestra 
brassicae 
Virus entomopatogeni: Virus della Granulosi 
di C di P ll (C GV)  y a  omone a p  
• Il Virus della Granulosi di Cydia pomonella (CpGV) è stato originariamente                   
isolato da una larva di C. pomonella in Messico. CpGV è prodotto in vivo, 
infettando larve di carpocapsa allevate a tale scopo. 
• I preparati a base di virus si ottengono, normalmente, manipolando le larve 
morte per infezione, allo scopo di ottenere una sospensione di inclusioni virali 
miscibili con acqua.
• II virus viene purificato per centrifugazione e successivamente formulato in 
forma di sospensione concentrata con l'aggiunta di additivi specifici. 
• È’ stabile per oltre due anni se refrigerato (a temperatura inferiore ai 4°C), 
mentre mantiene la propria efficacia solo per alcune settimane se conservato 
a temperatura ambiente. 
• Questo virus è uno dei più infettivi, possedendo una DL50 molto bassa nei 
confronti delle larve neonate di carpocapsa. 
Meccanismo d'azione: 
• come tutti i virus, CpGV è un insetticida esclusivamente “di copertura” ed 
agisce solo se ingerito.       
• I corpi occlusivi del virus una volta giunti nell’ambiente alcalino dell’intestino 
dell’ospite, grazie alle proteasi alcaline contenute nei succhi digerenti, si                     
dissolvono liberando le particelle virali nel mezzo. 
• I virioni, in tal modo, contaminano le cellule epiteliali e si riproducono a loro                           
spese. Da qui i virioni neoformati escono penetrando nell’emocele, dove 
estendono l’infezione praticamente a tutti gli altri tessuti. 
• Gli insetti colpiti manifestano inizialmente diminuzione delle attività trofica e 
motoria e successivamente sono maggiormente soggetti a patologie di 
origine batterica e micotica. Successivamente, le larve colpite smettono di 
t i i i l i di 3 5 i inu r rs  e muo ono ne  g ro    ‐ g orn . 
• La considerare però che le larve, prima di morire,  continuano a nutrirsi, 
d il idd tt b tcausan o   cos e o « aca o secco»
Meccanismo d'azione: 
• L’effetto sulle larve di carpocapsa non è fulminante (tempo letale: almeno 3 
) l' ff d l l'giorni ;  e icacia  e  virus non supera  80%.
• I trattamenti, in numero di 2‐3 per generazione, non devono essere distanziati 
ù d d l h d llper pi   i 8‐10 giorni prima e  urante  a sc iusura e e uova, a causa 
dell'intensità della luce che degrada rapidamente il virus. 
i li d ll' ffi i i i d d i i i (• Un m g oramento  e e cac a s  osserva agg ungen o  e  protett v   es. 
pinolene) e fagostimolanti (es. zucchero). E' da tenere presente che, in 
considerazione dell'azione relativamente lenta del CpGV, è importante 
provvedere ad un continuo monitoraggio della popolazione (mediante               
trappole a feromone) del fitofago, al fine di poter intervenire 
tempestivamente contro gli stadi più suscettibili. 
• E' infatti dimostrato che vi è una relazione inversamente proporzionale tra 
peso ed età dell'insetto e suscettibilità al virus (insetti prossimi 
al'impupamento diventano praticamente insensibili). 
• Settore d'impiego:melo, pero, cotogno, noce, 
albicocco, ciliegio, susino, ribes, forestali (betulacee). 
• Spettro d'attività: CpGV risulta infettivo per almeno 6             
specie di tortricidi, ma Cydia pomonella costituisce 
l’unica specie di interesse economico e contro la quale 
sono stati autorizzati i formulati in commercio a base 
del virus. 
